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La presente invention conceme un precede in vitro pour le diagnostic/pronostic de la 
thrombose. L'invention concerne egalement des amorces d'amplification et des sondes 
d'hybridation qui peuvent etre raises en oeuvre dans ce proc6de, ainsi qu'un kit de 
diagnostic/pronostic d'une thrombose. 

La coagulation est un systeme hom6ostatique essentiel qui doit etxe correctement regule 
aSn d'6viter les hemorragies aussi bien que les thromboses. 

Cette coagulation fiut intervenir une cascade d'activations de precurseurs circulants 
inactifs qui, par perte d'une extremite de leur chaine proteique donnent des facteurs 
actives. Parmi ces facteurs de coagulation, on peut citer notamment le facteur II et le 
facteur V. Le facteur II, egalement appele prothrombine, est une pro-enzyme synthetisee 
par le foie. Elle est activee en thrombine, forme active, par les facteurs X et V activds en 
presence de phospholipides. Quand elle est activee, elle est responsable de la proteolyse 
du fibrinogene en fibrine. 

Parmi les alterations connues de l'hemostase, on peut citer notamment les thromboses 
artdrieUes, qui se manifestent sous formes d'infarctus du myocarde , d'attaques, et par 
des maladies arterielles peripheriques, ainsi que les thromboses emboliques veineuses 
qui sont des causes majeures de morbidite et de mortality Des mutations des genes 
codant les facteurs H et V sentient des facteurs de risque de ces alterations. Ainsi, en 
1996, l'etude des regions codantes et adjacentes du gene codant le facteur n, dans une 
famille avec differents individus atteints de thrombose veineuse, a pemiis de mettre en 
evidence une mutation a la position 20210 du gene (ci aprea appele mutation 20210). 
Cette mutation entrame une augmentation de 25% de l'activite de la thrombine dans le 
plasma et est consideree comme un facteur de risque aux thromboses veineuses. 
La mutation du nucleotide 1691 du gene codant le facteur V, appelee mutation Leiden 
du facteur V est egalement un facteur de risque. Cette mutation augmente le risque de 
thrombose veineuse de 4 a 8 fois chez les individus heterozygotes et de 50 a 100 fois 
pour les homozygotes. 

Une detection precoce des mutations 20210 du facteur II et la mutation Leiden du 
facteur V est done essentielle afin de prevenir le plus tot possible les risques de 
thrombose veineuse. De plus, de nombreuses etudes montrent que la mutation 202] 0 du 
facteur II et la mutation Leiden du facteur V sont souvent coheritees et ]a presence des 
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deux mutations induit une augmentation du risque de thrombose veineuse. II est done 
egalement important d'etudier ces deux mutations simultanement. 

Le brevet US 6 558 913 presente une methode pour d6tecter la presence d'un risque 
genetique de thrombose, bas6e sur la detection de la mutation Leiden du facteur V. On 
peut egalement citer le brevet US 6 043 035 qui pr6sente une methode pour detecter la 
presence d'un risque g 6n6tique de thrombose, bas6e sur la detection de la mutation 
20210 du facteur II. Ces methodes comprennent notamment une etape d'amplification 
de la r6gion du gene dans laquelle est situee la mutation, par ^utilisation d'amorces 
d'amplification, suivie d'une 6tape de detection de la mutation par I'utilisation d'une 
sonde de d6tection specifique de la mutation. 

Ces methodes ne permettent toutefois pas la detection simultan6e de la mutation Leiden 
du facteur V et la mutation 20210 du facteur II, qui augmente pourtant grandement le 
risque de thrombose chez un patient. La detection precoce de cette double mutation, qui 
peut se faire sequentiellement ou separement, permet de prevenir le patient et lui 
proposer un traitement adapte. De plus, ces. methodes peuvent etre optimises par le 
choix des amorces d'amplification utilisees lors de l'6tape d'amplification, afin 
d'ameliorer 1'etape de detection, et cela d'autant plus lors que i6tape d'amplification 
est realis6e simultan6ment a l'6tape de detection. 

A ce titre, la presente invention se propose d'ameliorer l'etat de la technique en 
proposant un nouveau procede pour evaluer le risque de thrombose d'un patient Ce 
proced6 met notamment en oeuvre lors de 1'etape d'amplification de nouvelles amorces 
d'amplification parfaitement adapts pour la detection d'une mutation augmentant le 
risque de thrombose. Ces nouvelles amorces d'amplification peuvent de plus etre 
utilis6es au sein de la meme faction d'amplification, ce qui permet notamment de 
determiner par une reaction unique la presence des mutations 20210 du facteur II et la 
mutation Leiden du facteur V. 

A ce titre, l'invention concerne un procede in vitro pour le diagnostic/pronostic d'une 
thrombose comprenant Ies etapes suivantes : 

A - on extrait le materiel nucleique d'un echantillon biologique, 
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B - on utilise au moins une paire d'amorces d'amplification pour obtenir des 

amplkons d'au moins une sequence cible du materiel nucl&que, 
C - on utilise au moins une sonde de detection pour detecter la presence 
desdits amplicons, 

caracterise en ce que, lors de l'etape B, Iadite paire d'amorce comprend au moins une 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques d'une s6quence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N°l ; 3 a 8. 

Au sens de la presente invention, on entend par diagnostic/prono stic d'une ftrombosg 
l'etablissement d'unprofil de risque gSnetique de la thrombophilie. 
Au sens de la presente invention, on entend par 6chantillon hioWig n* tout echantillon 
susceptible de contenir un mat6riel nucleique tel que defini ci apres. Cet echantillon 
biologique peut etre preleve chez un patient et pent etre notamment un echantillon de 
tissus, de sang, de serum, de salive, de cellules circulates du patient. On dispose de cet 
echantillon biologique par tout type de prelevement connu de l'homme du m6tier. 
Au sens de la pr&ente invention, le materiel nncligug comprend une sequence d'acides 
nucleiques telle que sdquence d'acides deso X yribonucl6iques (ADN) ou d'acides 
ribonucleiques (ARN). Selon un mode prefer^ de realisation de l'invention, le materiel 
nucleique comprend une s6quence d'acides desoxyribonucleiques. Selon un mode 
prefer6 de realisation de l'invention, le materiel nucleique est extrait d'un echantillon 
biologique preleve chez un patient. Par sequence nucleotide * ( ou s6quences d'acides 
nucleiques ou fragment nucleotidique ou oligonucleotide, ou polynucleotide), on entend 
un enchainement de motifs nucleotidiques assembles entre eux par des liaisons ester 
phosphorique, caracterise par la sequence informationnelle des acides nucleiques 
naturels, susceptibles de s'hybrider a une autre sequence d'acides nucleiques, 
25 l'enchainement pouvant contenir des monomeres de structures differentes et etre obtenu' 
a partir d'une molecule d'acide nucleique naturelle et/ou par recombinaison genetique 
et/ou par synthese chimique. Par motif nucleotiriiq 11P . on entend un derive d'un 
monomere qui peut etre un nucleotide naturel d'acide nucleique dont les elements 
constitutifs sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; dans 1'ADN le 
Sucre est le desoxy-2-ribose, dans 1'ARN le sucre est le ribose ; selon qu'il s'agisse de 
1'ADN ou 1'ARN, la base azotee est choisie parmi l'addnine, la guanine, l'uracile, la 
cytosine, la thymine ; ou bien le monomere est un nucleotide modifie dans 1'un au moins 
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des trois 616ments constitutifs ; k titre d'exemple, la modification peut intervenir soit au 
niveau des bases, avec des bases modifiees telles que l'inosine, la 
m6thyl-5desoxycytidine, la desoxyuridine, la dim6%lamino-5desoxyuridine, la 
dimnino-2,6-purine, la bromo -5 desoxyuridine ou toute autre base modifiee capable 
d'hybridation, soit au niveau du sucre, par exemple le remplacement d'au moins un 
ddsoxyribose par un polyamide (P.E. Nielsen et al, Science, 254, 1497-1500 (1991), soit 
encore au niveau du groupement phosphate, par exemple son remplacement par des 
esters notamment choisis parmi les diphosphates, alkyl- et aryl-phosphonates et 
phosphorothioates. Ce materiel nucleique comprend au moins une sdquence cible. 
Par sequence cible , on entend une sequence dont l'enchainement en motifs 
nucleotidiques est specifique d'un gene cible, tel que preferentiellement le gene codant 
le facteur U ou le gene codant le facteur V. Au sens de la presente invention, la 
sequence cible comprend une mutation qui augmente le risque de thrombose telle que 
notamment la mutation Leiden du facteur V ou la mutation 20210 du facteur II. Dans la 
15 suite de I'expose, on parlera de sdquence cible qu'elle soit en simple brin ou en double 
brin. 

Lors de l'6tape A, on extrait le materiel nuc leique d'un echantillon biolo^r, ™ par tout 
protocole connu de 1'homme du metier. A titre indicatif, l'extraction d'acides nucleique 
peut etre reahsee par une etape de lyse des cellules presentes dans l'echantillon 

20 biologique, afin de libdrer les acides nucleiques contenus dans les enveloppes 
prot&ques et/ou lipidiques des cellules (comme des debris cellulaires qui perturbent les 
reactions ult6rieures). A titre d'exemple, on peut utiliser les methodes de lyse teUes que 
decrite dans les demandes de brevet WO00/05338 sur la lyse mixte magnetique et 
mecanique, WO99/53304 sur la lyse electrique, et W099/15321 sur la lyse mecanique. 

25 L'homme du metier pourra utiliser d'autres methodes de lyse bien connues, telles que les 
chocs theimiques ou osmotiques ou les lyses chimiques par des agents chaotropiques 
tels que les sels de guanidium (US 5,234,809). Cette etape de lyse peut egalement Stre 
suivie d'une 6tape de purification, permettant la separation entre les acides nucl6iques et 
les -autres constituants cellulaires relargues dans l'etape de lyse. Cette etape pennet 

30 generalement de concentrer les acides nucleiques, et peut etre adapt6 a la purification 
d'ADN ou d'ARN. A titre d'exemple, on peut utiliser des particules magnetiques 
6ventuellement revetues d'oligonucleotides, par adsorption ou covalence (voir a ce sujet 
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les brevets US 4,672,040 et US 5,750,338), et ainsi purifier les acides nucleiques qui se 
sont fixes sur ces particules magnetiques, par une etape de lavage. Cette etape de 
purification des acides nucleiques est particulierement interessante si l'on souhaite 
amplifier ulterieurement lesdits acides nucl6iques. Un mode de realisation 
particulierement interessant de ces particules magnetiques est decrit dans les demandes 
de brevet WO97/45202 et WO99/35500. Un autre exemple interessant de m6thode de 
purification des acides nucleiques est l'utilisation de silice soit sous forme de colonne, 
soit sous forme de particules inertes (Boom R. et al., J. Clin. Microbiol., 1990, n°28(3), 
p. 495-503) ou magnetiques (Merck: MagPrep® Silica, Promega: MagneSil™ 
Paramagnetic particles). D'autres methodes tres repandues reposent sur des resines 
echangeuses d'ions en colonne ou en format particulaire paramagn6tique (Whatman: 
DEAE-Magarose) (Levison PR et al., I Chromatography, 1998, p. 337-344). Une autre 
methode tres pertinente mais non exclusive pour l'invention est celle de 1'adsorption sur 
support d'oxyde metallique (societe Xtrana: matrice Xtra-Bind™). 
Lorsque l'on souhaite extraire specifiquement l'ADN d'un echantillon biologique, on 
pent notamment realiser une extraction par du phenol, du chloroforme et de l'alcool 
pour eliminer les prolines et precipiter l'ADN avec de l'alcool. L'ADN peut alors etre 
culote par centrifugation, lave et remis en suspension. 



Lors de l'etape B > on utilise au moins une paire d'amorces d'amplification pour obtenir 
des amplicons d'au moins une sequence cible du materiel nucleique. 
Au sens de la presente invention, on entend par amorce d'amnlifi^ti™ une sequence 
nucleique comprenant de 10 a 100 motifs nucleotidiques, preferentiellement de 15 a 25 
motifs nucleotidiques. Cette amorce d'amplification comprend au moins 10, 
25 preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucl6otidiques d'une' 
sequence choisie parmi les SEQ ID N°l ; 3 & 8 

Au sens de la presente invention, une amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 1 5 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de 
o une sequence homologue a la SEQ ID N°l ; 3 a SEQ ID N°8, c'est a dire 
30 ° la sequence compl^mentaire de la SEQ ID N°l ; 3 h 8 
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o une s6quence presentant une homologie suffisante pour s'hybrider a la 
SEQ ID N°l ; 3 a SEQ ID N°8 ou a la sdquence complementaire a la 
SEQ ID N°l ; 3 a SEQ ID N°8, 
° une sequence comprenant une sequence de SEQ ID N°l ; 3 a SEQ ID N°8 (ou 
une sequence homologue a SEQ ID N°l ; 3 a SEQ ED N°8 telle que definie 
precedemmenf) dans laquelle les bases uracile sont substitutes aux bases 
thymine, 

et qui aurait la meme fonction que l'amorce d'amplification selon l'invention, c'est a 
dire amplifier tout ou partie du gene codant le facteur V (SEQ ID N°l ; 3 a 4) suceptible 
de contenir la mutation Leiden ou tout ou partie du gene codant le facteur H (SEQ ID 
N°5 & 8), suceptible de contenir la mutation 20210, est consideree comme 6quivalente a 
l'amorce d'amplification selon l'invention. 

Une paire d'amorces d'amplification permet Initiation d'une polymerisation 
enzymatique, telle que notamment une faction d'amplification enzymatique. 
Par taction d'amplification enzymatique , on entend un processus generant de multiples 
copies (ou amplicons) d'une sequence nucleique par Taction d'au moins une enzyme. 
Au sens de la presente invention, on entend par amplicons les copies de la s6quence 
cible obtenues Iors d'une reaction d'amplification enzymatique. De telles reactions 
d'amplification sont bien connues de l'homme du m6tier et on peut citer notamment la 
PCR (Polymerase Chain Reaction), telle que decrite dans les brevets US-A-4,683,195, 
US-A-4,683,202 et US-A-4,800,159 ; la LCR (Ligase Chain Reaction), exposee' par' 
exemple dans la demande de brevet EP-A-0 201 184 ; la RCR (Repair Chain Reaction), 
decrite dans la demande de brevet WO-A-90/01069 ; la 3SR (Self Sustained Sequence' 
Replication) avec la demande de brevet WO-A-90/06995 ; la NASBA (Nucleic Acid 
Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet WO-A-91/02818, ou encore 
la TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-5,399,491. 
D'une maniere generale, ces reactions d'amplification enzymatique mettent 
gen6ralement une succession de cycle comprenant les etapes suivantes : 

o la denaturation de la sequence cible si celle ci est en double brin afin d'obtenir 

deux brins cibles, compl6mentaires, 
o l'hybridation de chacun des brins cibles, obtenus lors de 1'etape de denaturation 
precedente avec au moins une amorce d'amplification , 
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o la formation a partir des amorces d'amplification des brins complementaires aux 
brins sur lesquels dies sont hybridees en presence d'une enzyme polymdrase et 
de nucleosides triphosphate (ribonucteoside triphosphate et/ou 
desoxyribonucleoside triphosphate selon les techniques) 
5 ce cycle tent repete un nombre de fois determinS pour obtenir la sequence cible dans 
une proportion suffisante pour permettre sa detection. 

Par hybridation , on entend le processus au cours duquel, dans des conditions 
appropriees, deux sequences nucleiques telle que notamment une amorce 
d'amplification et une s6quence cible ou une sonde d'hybridation et une sequence cible, 
1 0 se lient avec des liaisons hydrogenes stables et spdcifiques pour former un double brin. 
Ces liaisons hydrogenes se forment entre les bases complementaires Ad6nine (A) et 
thymine (T) (ou uracile (U)) (on parle de liaison A-T) ou entre les bases 
complementaires Guanine (G) et cytosine (C) (on parle de liaison GQ. L'hybridation 
de deux sequences nucleiques peut etre totale (on parle alors de sequences 
complementaires), c'est a dire que le double brin obtenu lors de cette hybridation 
comprend uniquement des liaisons AT et des liaisons C-G. Cette hybridation peut etre : 
partielle (on parle alors de sequences suffisamment compI6mentaires), c'est a dire que 
le double brin obtenu comprend des liaisons AT et des liaisons GG permettant de 
former le double brin, mais egalement des bases non liees a une base complementaire. 
20 L'hybridation entre deux sequences complementaires ou suffisamment com P 16mentaires 
depend des conditions operatoires qui sont utilisees, et notamment de la stringency La 
stringence est definie notamment en fonction de la composition en bases des deux 
sequences nucleiques, ainsi que par le degre de mesappariement entre ces deux 
sequences nucleiques. La stringence peut egalement etre fonction des parametres de la 
reaction, tels que la concentration et le type d'especes ioniques presentes dans la 
solution d'hybridation, la nature et la concentration d'agents denaturants et/ou la 
temperature d'hybridation. Toutes ces donnees sont bien connues et les conditions 
appropriees peuvent Stre determinees par Thomme du metier. 

D'une facon plus precise, la NASBA est une technologie d'amplification isotherme de 
l'acide nucleique reposant sur Taction conjointe de trois enzymes (transcriptase inverse 
AMV, Rnase-H et polymerase-ARN T7). Associee a des amorces d'amplification 
specifiques d'une s6quence cible, elle amplifie les cibles ARN plus d'un milliard de fois 
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en 90 minutes. La faction d'amplification se produit a 41°C et donne des molecules 
d'ARN simple brin comme produit final. La NASBA nicessite une pake d'amorce, 
dont au moins une comprend un promoteur permettant l'initiation de la transcription par 
une polymerase du bacteriophage 17. 
5 Lorsdel'StapeC, on utilise au moins une sonde de detection pour detecter la presence 
desdits amplicons. Pr^ferentiellemenVcette sonde de detection permet de detecter non 
seulement la pr6sence desdits amplicons, mais permet 6galement de d6tecter la presence 
d'une mutation donnee, suceptible d'etre comprise dans l'amplicon. 
Cette etape de d6tection > peut etre realisee par tous les protocoles connus de l'homme 
10 du m6tier concemant la d&ection d'acides nucl&ques. 

Au sens de la P r6sente invention, on entend par sonde d'hvhrid.tinn une sequence 
nucleique possedant une specificite d'hybridation dans des conditions determines pour 
former un complexe d'hybridation avec une sequence nucleique cible. La sonde 
d'hybridation peut comprendre un marqueur permettant sa detection. On parle alors de 
sondes de detection. Par direction on entend soit une detection directe par une methode ■ 
physique, soit une detection indirecte par une methode de detection a l'aide d'un 
marqueur. De nombreuses methodes de detection existent pour la detection des acides ' 
nucl&ques. [Voir par exemple Kricka et al., Clinical Chemistry, 1999, n° 45(4) p 453- 
458 ou Keller G.H. et al., DNA Probes, 2nd Ed., Stockton Press, 1993, sections 5 et 6, 
p.173-249]. Par nwgjreur, on entend un traceur capable d'engendrer un signal que l'on 
peut detecter. Une liste non limitative de ces traceurs comprend les enzymes qui 
produisent un signal detectable par exemple par colorimetrie, fluorescence ou 
luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la beta 
galactosidase, la glucose-6-phosphate deshydrogenase; les chromophores comme les 
composes fluorescents, Iuminescents ou colorants ; les groupements a densite 
electronique detectables par microscopie electronique ou par leurs propri6tes 61ectriques 
comme la conductivite, par les methodes d'amp6rometrie ou de voltametrie, ou par des 
mesures d'impedance ; les groupements d6tectables par des methodes optiques comme 
la diffraction, la resonance plasmon de surface, la variation d'angle de contact ou par 
des methodes physiques comme la spectroscopie de force atomique, 1'effet tunnel, etc. ; 
les molecules radioactives comme 32 P, 35 S ou i25 l. 
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La sonde de detection peut etre notamment une sonde de detection « molecular 
beacons » telle que decrite par Tyagi & Kramer (Nature biotech, 1996, 14 :303-308). 
Ces "molecular beacons" deviennent fluorescentes lors de 1'hybridation. Elles possedent 
une structure de type tige-boucle et contiennent un fluorophore et un groupe inhibiteur 
ou "quencher". La fixation de la sequence de boucle specifique avec sa sequence 
complementaire d'acide nucleique cible provoque un deroulement de la tige et 
remission d'un signal fluorescent lors de I'excitation k la longueur d'onde qui convient. 
Selon un mode prefere de realisation de l'invention, la sonde de detection comprend un 
flurophore et un quencher. Selon un mode encore plus prefere de realisation de 
l'invention, la sonde d'hybridation comprend un flurophore FAM (6-carboxy- 
fluorescein) ou ROX (6-carboxy-X-rhodamine) en son extremite 5' et un quencher 
(Dabsyl) en son extremite 3'. Dans la suite de l'expos6, une telle sonde d'hybridation 
est appelee « molecular beacon ». 

Selon un mode prefere de realisation de l'invention, on detecte, lors de l'etape C) la 
presence ou l'absence de la mutation Leiden du facteur V. Selon un mode prefere de 
realisation de l'invention, on detecte, lors de l'etape C) la presence ou l'absence ou de la 
mutation 20210 du facteur II. Selon un mode encore plus prefere, on detecte 
simultan6ment la presence ou l'absence de la mutation Leiden du facteur V et de la 
mutation 20210 du facteur II. 

Selon un mode prefere de realisation de l'invention, lors de l'etape C), ladite sonde de 
detection comprend au moins 10, prefSrentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques d'une sequence nucleotidique choisie parmi 
SEQ ID N°9 a 12. Ainsi, l'utilisation d'une sonde de detection comprenant la SEQ ID 
N° 9 peimet de diagnostiquer la presence de la mutation Leiden du facteur V, alors que 
l'utilisation d'une sonde de detection comprenant la SEQ ID N°10 permet de 
diagnostiquer l'absence de la mutation Leiden du facteur V. De meme, l'utilisation 
d'une sonde de detection comprenant la SEQ ID N° 11 permet de detecter la presence 
de la mutation 20210 du facteur II, alors que l'utilisation d'une sonde de detection 
comprenant la SEQ ID N°12 permet de detecter l'absence de la mutation 20210 du 
30 facteur II. 
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Selon un mode pref6ie de realisation de l'invention, lors de l'etape B, ladite paire 

d'amorces est choisie parmi les paires d'amorce suivantes : 

Q une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
pref6rentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucl6otidiques' 
de la sequence nucl6otidique SEQ ID N°l et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
pieferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la s6quence nucleotidique SEQ 
ID N°2 ; a titre indicatif, Iorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°l, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°2, on obtient un 
amplicon, spScifique du gene codant le facteur V, d'une taille de 159 paires de 
base, qui correspond a la sequence 36568-36726 sur la sequence du gene codant 
le facteur V de reference (NT_004668). Cette amplicon pent contenir I'allele 
mutee responsable de la mutation Leiden ou I'allele sauvage, I'allele etant 
caracterisee lors de l'etape C. 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus pr6ferentiellement 20 motifs nucleotidiques' 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°3 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucl6otidique SEQ 
ID N°4 ; a titre indicatif, Iorsque la premiere amorce a pour sdquence la SEQ ID 
N°3, et la deuxieme amorce a pour sdquence la SEQ ID N«4, on obtient un 
amplicon, specifique du gene codant le facte*- V, d'une taille de 374 paires de 
base, qui correspond a la sequence 36568-36941 sur la sequence du gene codant 
le facteur V de reference (NT_004668). Cette amplicon pent contenir I'allele 
mutee responsable de la mutation Leiden ou I'allele sauvage , I'allele etant 
caracteris&s lors de l'etape C. 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques' 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°5 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°6 ; a titre indicatif, Iorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
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N°5, et la deuxieme amorce a pur sequence la SEQ ID N°6, on obtient un 
amplicon, sp6cifique du gene codant le facteur II, d'une taille de 145 paires de 
base, qui correspond a la sequence 21455-21599 sur la sequence du gene codant 
le facteur II de reference (AF478696). Cette amplicon peut contenir l'allele 
mutee responsable de la mutation 20210 du facteur II ou l'allele sauvage , 
l'allele etant caracteris6e lors de I'etape C. 
□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus pr6f6rentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°7 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
pref&rentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nuclSotidique SEQ 
ID N°8 ; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°7, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°8, on obtient un 
amplicon, specifique du gene codant le facteur II, d'une taille de 434 paires de 
base, qui correspond a la sequence 21217-21650 sur la sequence du gene codant 
le facteur II de reference (AF478696). Cette amplicon peut contenir l'allele 
mut6e responsable de la mutation 20210 du facteur II ou l'allele sauvage , 
l'allele etant caracterisee lors de I'etape C. 

Selon un imde prefere de realisation de l'invention, ladite paire d'amorce comprend au 
moins une amorce d'amplification comprenant un promoteur permettant 1'initiation de 
la transcription par une polymerase du bacteriophage T7. Preferentiellement, cette 
premiere amorce d'amplification comprend une sequence choisie parmi les sequences 
deSEQIDN°13al4. 

Selon un mode prefere de realisation de l'invention, I'etape B et l'6tape C sont realis6e 
simultan6ment. Ceci peut atre mise en oeuvre notamment par une reaction 
d'amplification NASBA avec detection en temps reel. La detection en temps reel des 
amplicons peut etre realisee par 1'utilisation d'un lecteur Nuclisens EasyQ® 
(bioMerieux BV, The Netherlands) et sondes de detection «molecular beacons », telles 
que d6finies precedemment. D'une maniere generale, l'amplification d'ADN en 
NASBA peut s'effectuer de la maniere suivante : l'ADN est denatur6 a 95°C pour 



1 er depot 



permettre la fixation d'une «premiere amorce », comprenant un promoteur de la 
polymerase T7 (une seule amorce estpresente a ce stade). A 4I°C, Tenzyme reverse 
transcriptase (AMV-RT) est ajoutee et permet 1'extension de Tamorce Puis une 
«deuxieme amorce » est ajoutee et une nouvelle denaturation est effectuee Une 
5 alternative est realisee en ajoutant simultanement les deux amorces, afin de ne reiser 
qu'une seule etape de denaturation. Apres cette phase d'initiation, la NASBA rentre 
dans un phase cyclique : la «deuxieme amorce » s'hybride a une nouvelle molecule 
d'ARN We; 1' AMV-RT etend cette amorce ; la RNase H ddgrade PARK des 
hybndes ARN/ADNc ; une «premiere amorce » se fixe sur 1'ADNc obtenu • l'AMV- 
10 RT synthase a partir de celui-ci un nouveau brin complementaire puis a partir de ce 
bnn, etend la partie T7 de la «premiere amorce » ; ainsi la T7 RNApolymerase possede 
de nouvelles matrices avec une double queue T7 pour generer les ARNs. Lorsque le 
« molecular beacon» est en solution, le quencher, aproximite du fluorophore, inhibe sa 
fluorescence. En presence de 1'acide nucl6i qu e cible, le beacon va se fixer sur la 
15 s6quence complementaire a celle de la boucle. II va done changer de conformation et 
s'ouvnr, eloignant le fluorophore du quencher et permettant ainsi 1'emission de 
fluorescence. Au cours de 1'amplification, de nombreuses molecules vont etre 
syntheses permettant a autant de «molecular beacons » de se fixer. La fluorescence 
va done augmenter au cours de la reaction. Un appareil approprie, comma 1'EasyQ 
20 Nuclisens Analyser, permet d'enregistrer la fluorescence au cours du temps. 

L'invention concerne egalement une amorce d'amplification comprenant au moins 10 
preferentiellement 15, et encore plus preferentiallement 20 motifs nucleotidiques d'une' 
s6quence nucleotidique choisie parmi SEQ IDN°1 ; 3 a 8. 
25 Selon un mode prefere de realisation de ^invention! 1'amorce d 'amplification comprend 
un promoteur permettant Initiation de la transcription par une polymerase du 
bacteriophage T7. Preferentiellement, une telle amorce damnification comprend une 
sequence choisie parmi les s6quences de SEQ ID N° 13 a 14. 

JO L'invention concerne egalement une paire d'amorce d'ampiification choisie parmi les 
paires d'amorces suivantes : 
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une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°l et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°2 ; a litre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°l, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°2, on obtient un 
amplicon, sp6cifique du gene codant le facteur V, d'une taille de 159 paires de 
base, qui correspond a la sequence 36568-36726 sur la sequence du gene codant 
le facteur V de reference (NT 004668). 

une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°3 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°4 ; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°3, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°4, on obtient un 
amplicon, specifique du gene codant le facteur V, d'une taille de 374 paires de 
base, qui correspond a la sequence 36568-36941 sur la sequence du gene codant 
le facteur V de reference (NT_004668). 

une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°5 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°6 ; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°5, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°6, on obtient un 
amplicon, specifique du gene codant le facteur II, d'une taille de 145 paires de 
base, qui correspond a la sequence 21455-21599 sur la sequence du gene codant 
le facteur II de reference (AF478696). 

une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
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de la s6quence nucleotidique SEQ ID N°7 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la s6quence nucleotidique SEQ 
ID N°8 ; a titre indicauf, Iorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
5 N°7, et la deuxieme amorce a pour s6quence la SEQ ID N°8, on obtient un 

amplicon, specifique du gene codant le facteur II, d'une taille de 434 paires de 
base, qui correspond a la s6quence 21217-21650 sur la sequence du gSne codant 
le facteur II de reference (AF478696). 

10 Selon un mode prefere de realisation de Invention, ladite premiere amorce comprend 
un promoteur permettant I'initiation de la transcription par une poIymSrase du 
bacteriophage T7. Preferentiellement, cette premiere amorce d'amplification comprend 
une sequence choisie parmi les s6quences de SEQ ID N° 13 a 14. 

15 L'invention concerne egalement 1'utilisation d'au moins une amorce d'amplification 
telle que definie prec6demment et/ou d'une paire d'amorce telle que definie 
precedemment lors d'une reaction d'amplification NASBA 

L'invention concerne egalement 1'utilisation d'au moins une amorce telle que definie 
20 prec6demment, et/ou d'au moins une paire d'amorces telle que d6finie precedemment 
pour le diagnostic/pronostic d'une thrombose. 

L'invention concerne enfin un kit pour le diagnostic/pronostic d'une thrombose 
veineuse comprenant au moins une amorce telle que definie precedemment et/ou d'au 
25 moins une paire d'amorces telle que definie precedemment. 

Les figures suivantes sont donnees a titre illustratif et n'ont aucun caractere 
limitatif. Elles permettront de mieux comprendre l'invention. 

Les figures 1 et 2 repr&entent le genotypage de diff6rentes lignees cellulaires pour la 
30 mutation +1691 G/A du Facteur V, grace a la presence simultanee des molecular 
beacons de SEQ ID N°10 et SEQ ID N° 9 dans le melange r6actiomiel 
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Ainsi, la figure la represents le genotypage de la lignee cellulaire GM16000C, 
homozygote pour l'allele sauvage (+1691 -G) du Facteur V, alors que la figure lb 
represente le genotypage de la lignee cellulaire GM14899, homozygote pour l'allele 
mute (+1691-A) du Facteur V. Les carres Wanes represented k detection de la 
fluorescence du « molecular beacons » de SEQ ID N°9, permettant de mettre en 
evidence l'allele sauvage du facteur V, alors que les triangles noirs represented la 
detection de la fluorecence du «molecular beacons » de SEQ ID N°10, permettant la 
detection de l'altele mutee (mutation Leiden). 

La figure 2 represente le g6notypage de la lignee cellulaire GM16028B, h6terozygote 
pour la mutation +1691 du Facteur V. Les carres Wanes represented la detection de la 
fluorescence du « molecular beacons » de SEQ ID N«9, permettant de mettre en 
evidence l'allele sauvage du facteur V, alors que les triangles noirs represented la 
detection de la fluorecence du «molecular beacons » de SEQ ID N°10, permettant la 
detection de l'allele mutee (mutation Leiden). 

Les figures 3 et 4 represented le genotypage de differentes lignees cellulaires pour la 
mutation +20210 G/A du Facteur II, grace a la presence simultanee des molecular 
beacons OGH 91 6 (SEQ ID N° 1 1, +20210-A) et OGH 1 104 (SEQ ID N° 12, +2010-G) 
dans le melange reactionnel. 

A ce titre, la figure 3a represente le genotypage de la lign6e cellulaire GM14899, 
homozygote pour l'allele sauvage (+20210-G) du Facteur H alors que la figure 3o 
represente le genotypage de la lignee cellulaire GM16000C, homozygote pour l'allele 
mute (+20210-A) du Facteur II. Les croix represented la detection du « molecular 
beacons » de SEQ ID N°12, permettant la mise en evidence de l'allele sauvage, alors 
que les ronds represented la detection du « molecular beacons » de SEQ ID N°ll, 
25 permettant la detection de la mutation 202 1 0 du facteur II. 

La figure 4 represente le genotypage de la lignee cellulaire GM16028B, heterozygote 
pour la mutation +20210 du Facteur II. On detecte Wen la presence de l'allele mute 
(ronds noirs) et de l'allele sauvage (courbe en croix). Les croix represented la detection 
du «molecular beacons » de SEQ ID N°12, permettant la mise en evidence de l'allele 
sauvage, alors que les ronds represented la detection du «molecular beacons » de SEQ 
ID N°l 1, permettant la detection de la mutation 20210 du facteur II. 
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Les exeraples suivants sont domes a titre illustratif et n'ont aucun caractere 
limitatif. lis pennettront de mieux comprendre l'invention. 

1/Echantillon et extraction de l'ADN 
Le proced6 selon linvention a ete valid6 sur des lign6es cellulaires, ainsi que sur des 
echantillons cliniques de patients. 

Lignees cellulaires - Trois lignees cellulaires lymphoblastoides de genotype connu pour 
les mutations Leiden du Facteur V et la mutation 20210 du facteur II (Coriell cell 
repository) ont et6 utilisees: 

La lignee GM14899 n'exprime que la mutation Leiden du facteur V: cette lignee est 
homozygote pour la mutation Leiden du facteur V (A/A) et homozygote pour l'allele 
sauvage en position 20120 du facteur II (G/G). La lignee GM16000C n'exprime que la 
mutation 20210 du facteur II : cette lign6e est homozygote pour la mutation 20210 du 
facteur II (A/A) et homozygote pour l'allele sauvage en position 1691 du facteur V 
(G/G). La lignee GM1 6028B est heterozygote pour les 2 mutations (G/A). 
Ces lign6es cellulaires ont 6te mises en culture (37°C, C02 5%) dans un milieu RPMI 
1640, supplements en serum foetal de bceuf (15%), L glutamine (2mM), Peni- 
streptomycine (penicilline :200 U/ ml ; streptomycine : 0,2 mg/ml). 
L'extraction d'ADN a ete realisee a partir d'un culot cellulaire de GM16000C, d'un 
culot cellulaire de GM16028B ou de GM14899. Les cellules culotees sont soumises a 
une lyse hypotonique et a une digestion enzymatique par la proteinase K. Apres 
deproteinisation, l'ADN est precipite a l'ethanol, s6che, et dissout dans de l'eau. La 
quantite et qualite de l'ADN 6taient determin6es par spectrophotometrie UV. 
Echcmtillon de patients - 200 ul de sangprdleves chez des patient dont la presence de la 
mutation Leiden etait connu ont ete utilises. L'ADN genomique a ete extrait par 
Tutilisation du kit NucleoSpin kit (Marcherey-Nagel, Hoerdt, France), et repris dans 20 
ul d'eau DNAse-free. La quantite et qualite de l'ADN etaient determinees sur gel 
agarose contenant du bromure d'6thidium, et par spectrophotometrie UV. 
Clonage de la region d'interet : Afin d'obtenir une grande quantite d'ADN de la region 
susceptible d'exprimer la mutation Leiden du facteur V, une PCR a ete r6alisee a partir 
de l'ADN genomique tel qu'obtenu precedemment, a partir de lignees cellulaires ou 
d'echantillons sanguins, par l'utilisation d'une paire d'amorces d'amplification 
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comprenant la SEQ ID N° 3, 5' AGTGCTTAACAAGACCATACTA 3' pour la 
premiere amorce etla SEQ ID N°4, 5' AACAGACCTGGAATTTGAAACTAA 3' pour 
la deuxieme amorce. Les parametres de la PCR etaient les suivants: 2 min a 95°C; 30 
cycles de 30 s a 95°C, 30 s a 55°C, 30 s a 72°C; suivis de 7 min a 72°C). Les amplicons 
ainsi obtenus etaient clones dans un vecteur PCR-Trap (GeneHunter, USA) et verifies 
par s6quencage. Les plasmides, contenant soit un nucleotide G soit un nucleotide A en 
position 1691 ont ete amplifies et purifies par l'utilisation d'un kit Plasmid Maxi kit 
(Qiagen; Germany). 

Afin d'obtenir une grande quantity d'ADN de la region susceptible d'exprimer la 
mutation 20210 du facteur II, une PCR a ete realisee a partir de l'ADN genomique tel 
qu'obtenu precedemment, a partir de lignees cellulaires ou d'echantillons sanguins, par 
l'utilisation d'une paire d'amorces d'amplification comprenant la SEQ ID N° 7, 5> 
TCTAGAAACAGTTGCCTGGC 3' pour la premiere amorce et la SEQ ID N°8 5' 
CTACCAGCGTGCCACCAGGT 3' pour la deuxieme amorce. Les parametres de la 
PCR etaient les suivants: 2 min a 9S°C; 30 cycles de 30 s a 95°C, 30 s a 55°C, 30 s a 
72»C; suivis de 7 min a 72"C). Les amplicons ainsi obtenus etaient clones dans un 
vecteur PCR-Trap (GeneHunter, USA) et verifies par sequencage. Les plasmides, 
contenant soit un nucleotide G soit un nucleotide A en position 1691 ont et6 amplifies et 
purifies par l'utilisation d'un kit Plasmid Maxi kit (Qiagen; Germany). 

2) Amplification par NASRA 
Afin de determiner le genotypage de l'ADN preleve d'un patient ou d'une lignee 
cellulaire, un melange reactionnel d'amplification (40mM Tris HC1 ph 8,5 ; 12 mM 
MgC12 ; 70 mM KC1; 5 mM dithiotheitol ; 15% v/v DMSO ; 1 mM dNTP) contenant 
les amorces d'amplification permettant d'amplifier soit la region susceptible de contenir 
la mutation Leiden, soit la r6gion suceptible de contenir la mutation 20210 du facteur II, 
et des sondes de detection, specifiques de chaque mutation a ete realise. 
Ainsi, le milieu reacnonnel permettant de detecter la presence de la mutation Leiden du 
facteur V comprenait : 

- 0,2 uM (concentration finale) d'une premiere amorce d'amplification de 
SEQ ID N°2, 5' AGT GCT TAA CAA GAC CAT ACT A 3', 
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- 0,2 uM (concentration finale) d'une deuxieme amorce d'amplification de 
SEQ ID N°l, 5' AAA TTC TCA GAA TTT CTG AAA GG 3' comprenant 
le promoteur de la polymerase du phage T7, c'est a dire une amorce 
d'amplification dont la sequence totale correspond a la SEQ ID N°13, 5' aat 
tct aat acg act cac tat agg gag aAA ATT CTC AGA ATT TCT GAA AGG 3' 

- 0,2 uM (concentration finale) de « molecular beacons » de SEQ ID N° 9, 5' 
CTG GAC AGG CGA IGA A 3', marques avec un fluorophoxe ROX (6- 
carboxy-X-rhodamine) en 5', et d'un «quencher » (Dabsyl) en 3' (sequence 
complete : 5' ROX-cgatcg CTGGACAGGCGAIGAAc^^-Dabsyl 3'). Ce 
« molecular beacon » permettait de mettre en dvidence l'absence de la 
mutation Leiden. 

- 0,1 uM (concentration finale) de « molecular beacons » de SEQ ID N° 10, 3' 
CTG GAC AGG CAA IGA A 3', marqu6es avec un fluorophore FAM (6- 
carboxy-fluorescein) en 5", et d'un «quencher» (Dabsyl) en 3', (sequence 
complete : 5' FAM-cgatcg CTGGACAGGCAAIGAAc^f^-Dabsyl 3')- Ce 
« molecular beacon» permettait de mettre en 6vidence la presence de la 
mutation Leiden. 

Pour le facteur II ont et6 ajoutes dans le milieu reactionnel : 

- 0,2 »M (concentration finale) d'une premiere amorce d'amplification de 
SEQ ID N°6, 5' TTC TGG GCT CCT GGA ACC AA 3 ' 

-. 0,2 uM (concentration finale) d'une deuxieme amorce d'amplification de 
SEQ ID N°5, 5' ATT ACT GGC TCT TCC TGA GC 3', comprenant le 
promoteur de la polymerase du phage 17, c'est a dire une amorce 
d'amplification dont la sequence totale correspond a la SEQ ID N°14 

- 0,1 uM (concentration finale) de «molecular beacons » de SEQ ID N°l 1, 5' 
ACT CTC AGC AAG CCT CAA 3', marquees avec un fluorophore ROX 
(6-carboxy-X-rhodamine) en 5', et d'un « quencher » (Dabsyl) en 3> 
(s6quence complete : 5' ROX-cga teg ACT CTC AGC AAG CCT CAA cga 
tcg-Dabsyl 3'). Ce « molecular beacon » permettait de mettre en evidence la 
presence de la mutation 20210 du facteur II. 

- 0,2 uM (concentration finale) de «moIecular beacons » de SEQ ID N°12, 5' 
ACT CTC AGC GAG ICT CAA 3' marquees avec un fluorophore FAM (6- 
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carboxy-fluorescein) en 5', et d'un «quencher» (Dabsyl) en 3', (sequence 
complete : 5' FAM-cgg teg ACT CTC AGC GAG ICT CAA cga ccg-Dabsyl 
3'). Ce « molecular beacon » permettait de mettre en evidence Pabsence de 
la mutation 20210 du facteur II. 

Comme le montre la figure 1, le «molecular beacon » de SEQ ID N° 9, marquees avec 
un fluorophore ROX (6-carboxy-X-rhodainine) est tres specifique de Pallele sauvage : 
en effet, la fluorescence 6tait exponentielle, avant rapparition d'un plateau, lorsque la 
reaction etait effective k partir d'une lignee cellulaire n'exprimant pas la mutation 
Leiden (courbe en carre blanc ; figure la), alors que la fluorescence restait basale, 
lorsque la reaction £tait effectuee a partir d'une lignee cellulaire exprimant la mutation 
Leiden (courbe en carre blanc ; figure lb). 

Le « molecular beacons » de SEQ ID N° 10, marqu6es avec un fluorophore FAM (6- 
carboxy-fluorescein) est sp6cifique de Pallele mute. En efFet, la fluorescence etait 
exponentielle, lorsque la reaction etait effectu6 a partir d'une lignee cellulaire exprimant 
la mutation Leiden (courbe en triangle; figure lb), alors que la fluorescence restait 
basale, lorsque la reaction 6tait effectue a partir d'une lignee cellulaire n'exprimant pas 
la mutation Leiden (courbe en triangle ; figure la). 

Par P utilisation de 2 fluorophores liferents, le «molecular beacon » de SEQ ID N°9 
pouvait etre utilise simultanement avec un «molecular beacon » de SEQ ID N°10, ce 
qui permettait de detecter trds rapidement, et a partir d'une seule reaction, la presence 
ou Pabsence de la mutation Leiden du facteur V. Les r6sultats sont presentes dans la 
figure 2, obtenue k partir d'une lign6e cellulaire heterozygote pour la mutation Leiden 
du facteur V. 

Ces deux « molecular beacons », utilisees simultan6ment avec les amorces 
d'amplification de SEQ ID N°l et SEQ ID N°2 permettent done de differencier 
clairement les deux alleles. 

Des resultats comparables etaient obtenus a partir d'echantillons cliniques. 
Les resultats obtenus peuvent egalement etre exprimes par le rapport entre la 
fluorescence emise lorsque le plateau est atteint et la fluorescence initiale (ratios O/C 
(open/close ratios) : plus le ratio est eleve, plus Phybridation entre molecular beacon et 
1'amplicon est specifique etplus la discrimination entre les deux alleles est importantes. 
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Les resultats sont presentes dans le tableau 1 ci dessous 



O/C RATIO 


Ligndc GM 
1600C 

Facteur V 
G/G 


Lignee GM 
16028B 

Facteur V 
G/A 


Lignee 
GM 14899 

Facteur V 
A/A 


EchantiHon 
clinique 

Facteur V 
G/A 


EchantiHon 
clinique 

Facteur V 
G/G 


EchantiHon 
clinique 

Facteur V 
A/A 


Beacons de 
SEQ IDN°10 


1,33 


2,57 


2,83 


1,96 


1,41 


3,03 


Beacons de 
SEO ID N° 9 


3,77 


3,04 


1,13 


3,05 


3,74 


1,14 



Tableau 1 : ratio O/C obtenus sur des Iignees cellulaires et des echantillons 
sanguins exprimant o« n'exprimant pas la mutation de Leiden 

Ces resultats demontrent que 1'utilisation d'un «molecular beacon » de SEQ ID N°9 
simultan6ment a l'amplification en NASBA avec une paire d'amorce d'amplification, 
comprenant une premiere amorce comprenant la SEQ ID N°l et une deuxieme amorce 
comprenant la SEQ ID N»2 permettait de detecter d'une maniere tres specifique 
1'absence de la mutation Leiden. L'utilisation d'un «molecular beacon » de SEQ ID 
N°10 simultanement a 1'ampUfication en NASBA avec une paire d'amorce 
d'amplification, comprenant une premiere amorce comprenant la SEQ ID N°l et une 
deuxieme amorce comprenant la SEQ ID N°2 permettait de detecter d'un maniere tres 
spdcifique la presence de la mutation Leiden. 

Comme le montre la figure 3, le « molecular beacon » de SEQ ID N°12, marquees avec 
un fluorophore FAM (6-carboxy- fluorescein) est tres specifique de 1'allele sauvage du 
facteur II. En effet, la fluorescence etait exponentielle, lorsque la reaction etait effectue 
a partir d'une lignee cellulaire n'exprimant pas la mutation 20210 (courbe en croix; 
figure 3a), alors que la fluorescence restart basale, lorsque la reaction 6tait effectue a' 
partir d'une lignee cellulaire exprimant cette mutation (courbe en croix ; figure 3b). 
Le « molecular beacons » de SEQ IDNM1, marquee avec un fluorophore ROX (6- 
carboxy-X-rhodamine) est S p6cifique de 1'aUele mute. La fluorescence etait 
exponentielle, lorsque la reaction etait effectue a partir d'une lignee cellulaire xprimant 
la mutation 20210 (courbe en rond ; figure 3b), alors que la fluorescence restait basale, 
lorsque la reaction etait effectuee a partir d'une lignee cellulaire n'exprimant pas cette 
mutation (courbe en rond ; figure 3a). 
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Par l'utilisation de 2 fluorophores diffSrents, le «moIecu]ar beacon» de SEQ ID N° 1] 
pouvait etre utilise simultan6ment avec un « molecular beacon » de SEQ H>N° 12, ce 
qui permettait de d6tecter tres rapidement, et a partir d'une seule reaction, la presence 
ou l'absence de la mutation 20210 du facteur H. C'est ce qui est represent figure 4, 
5 obtenue a partir d'une lignde cellulaire hetorozygote pour la mutation 20210 du ficteur 
H. Des resultats comparables etaient obtenus a partir d'echantillon clinique. 
De plus, selon un protocole comparable, 203 ADNs cliniques ont ete g6notypes. 
L'ensemble des resultats obtenus a et6 compare aux resultats obtenus par une technique 
standart, la RFLP. Cette etude a montre 100% de concordance entre les 2 methodes de 
10 genotypage. 



Dans le but d'identifier la presence ou non des differents alleles du Facteur II et du 
Facteur V dans un meme tube, des essais d'amplification simultanee des deux genes en 
presence de 4 «molecular beacons » sp6cifiques de chaque allele ont ete realises. Les 
15 memes « molecular beacons » et couples d'amorces d'amplification que pour les 
amplifications des genes seuls ont 6te utilises, aux memes concentrations. 
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RE VESICATIONS 

1. Proced6 in vitro pour le diagnostic/pronostic d'une thrombose comprenant les 
etepes suivantes : 

A - on extrait le materiel nucleique d'un echantillon biologique, 

B - on utilise au moins une paire d'amorces d'amplification pour obtenir des 

amplicons d'au moins une sequence cible du mat6riel nucleique 
C - on utilise au moins une sonde de detection pour detecter la presence 
desdits amplicons 

caracterise en ce que, lors de l'etape B, ladite paire d'amorce comprend au 
moins une amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucI6otidiques d'une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N°l ; 3 a 8. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 caracterise en ce que lore de l'etape C), ladite 
sonde de detection comprend au moins 10 motifs nucleotidiques d'une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID N°9 a 12 

3. Proced6 selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que, lors de l'etape B, 
ladite paire d'amorces est choisie parmi les paires d'amorce suivantes : 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°l et une deuxieme 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°2 ; 
a une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°3 et une deuxieme 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucMotidique SEQ ID N°4 ; 
a une premise amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°5 et une deuxieme 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucMotidique SEQ ID N°6 ; 
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a une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°7 et une deuxieme 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°8 

4. Procede selon 1'une quelconque des revendication 1 a 3 dans lequel ladite paire 
d'amorce comprend au moins une amorce d'amplification comprenant un 
promoteur permettant l'initiation de la transcription par une polymerase du 
bacteriophage 17. 

5. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 dans lequel, lors de 
l'etape C, la sonde de detection comprend un flurophore et un quencher. 

6. Amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques d'une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N°l ; 3 & 8 

7. Amorce d'amplification selon la revendication 7 comprenant un promoteur 
peimettant l'initiation de la transcription par une polymerase du bacteriophage 
T7. 



8- Paire d'amorce d'amplification choisie parmi les paires d'amorces suivantes : 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la s6quence nucleotidique SEQ ID N°l et une deuxieme 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°2 ; 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°3 et une deuxieme 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°4 ; 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motift 
nucleotidiques de la sequence nucl6otidique SEQ ID N°S et une deuxieme 
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amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°6 ; 
a une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucl6otidique SEQ ID N°7 et une deuxieme 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°8 

9. Paire d'amorce selon la revendication 9 dans laquelle ladite premiere amorce 
comprend un promoteur permettant l'initiation de la transcription par une 
polymerase du bacteriophage T7. 

10. Utilisation d'au moins une amorce d'amplification selon la revendication 7 ou 8. 
et/ou d'une paire d'amorce selon la revendication 9 ou 10 lors d'une reaction 
d'amplification NASBA 

11. Utilisation d'au moins une amorce selon la revendication 7 ou 8 et/ou d'au 
moins une paire d'amorces selon la revendication 9 ou 10 pour le 
diagnostic/pronostic d'une thrombose. 

12. Kit pour le diagnostic/pronostic d'une thrombose comprenant au moins une 
• amorce selon la revendication 7 ou 8 et/ou d'au moins une paire d'amorces selon 

la revendication 9 ou 10. 
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Figure 3a 
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Figure 3b 
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FIGURE 4/4 
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SEQUENCE LISTING 

<110> bioMerieux SA 

<120> Procede de diagnostic et/ou de pronostic de la thrombose 

<130> Unknown 

<160> 14 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 1 

aaattctcag aatttctgaa agg 

<210> 2 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 2 

agtgcttaac aagaccatac ta 

<210> 3 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 



1er depot 



<400> 3 

agtgcttaac aagaccatac ta 

22 

<210> 4 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 4 

aacagacctg gaatttgaaa ctaa 

24 

<210> 5 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 5 

attactggct cttcctgagc " 

20 

<210> 6 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 6 

ttctgggctc ctggaaccaa 

20 

<210> 7 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 



<400> 7 

tctagaaaca gttgcctggc 



20 
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<210> 8 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 8 

ctaccagcgt gccaccaggt 

<210> 9 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (13).. (13) 

<223> n is inosine 

<400> 9 

ctggacaggc gangaa 

<210> 10 

<211> 16 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> misc^feature 

<222> (13).. (13) 

<223> n is inosine 



<400> 10 
ctggacaggc aangaa 
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<210> 11 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 11 

actctcagca agcctcaa 

<210> 12 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> misc_feature 

<222> (13).. (13) 

<223> n is inosine 

<400> 12 

actctcagcg agnctcaa 

<210> 13 

<211> 51 

<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<400> 13 

aattctaata cgactcacta tagggagaaa attctcagaa tttctgaaag 

<210> 14 
<211> 51 
<212> DNA 
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<213> homo sapiens 



<400> 14 

aattctaata cgactcacta tagggagaag gattactggc tcttcctgag 



regue le 01/03/04 
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